






























































































































































































































































































































































































































































































































S書ruc↑ure lC50｛刃M｝ S網。沁re lCso（μM）
NH、＜＜曲｛〉
禔Eメ〉へNH｛〉
禔E／〉＼喪｛〉
O．17
F30
S3
NH　2／＼／＼醗／＼！＼
X、！ぺ〈澱｛／人〉へ
黷mH／＼！＼NH／＼／＼
　O．42
@7，9
P00
ことを計画した・　もしd麟d瞬就のアミノ基やスルホニウ
ムイオンの陽性電荷が結合する場所があるなら，　より長
鎖のボリアミンであるテトラアミンなどを用いて，　その
陽盤電荷の位置が調べられるのではないかと考え，　li　9
鱒磁壁濃度をかえて，　鎖状ポリアミン類似体の阻害効果
牽比較した（臼鵬駄　その結果，　対照として用いた聾／3一
アミノプロピル〉プllピルアミン／静賄）のように構造的に
スペルミジンより小さい化合物では，　総A蜘晦t濃度によ
る阻害効果への影響は認められなかったが，　3－4　一3，
3－5－3，　3－S　一3，　3－5〈ボリアミンおよびその類似体は，　窒
素原子にはさまれるメチレン鎖の数の組合せで示す二例え
ば3畷一3はスペルミンを示す／では明らかな阻害効果の差
がみられた・　即ち，　これらの阻害剤は礁＄鱒磁就濃度が三
一欝一
????????????? ?????? ?
o
Activity
　Jr　O 100　（o／．〉
［zma　20．μM　deAdoMe七
闘　　5．μM　deAdoMe七
臼9．5deAdo陀tの濃度の違いによる鎖状ポリアミン類似体の阻害効果
いときに，　より強い効果を示した。　従って，　これらの化
舎物は鑛酪五二就の結合部位にも作用しており，　そこには
2つの陽性電荷を結合する場所があることが示唆された．
　得られた結果を総合すると，　哺乳動物スペルミン合成
酵素の活牲部位は，　臼9．§に示すように，　疎水空閥をはさ
んで，　スペルミジンの1，3一ジアミノブIliパン構造の結合
部位とd繍嚇晦tのアミノプロピルスルポニウム構造の結
合部位に，　それぞれ2つの陰牲電荷が存在することが推察
された。
一2e一
一21一
??…
OH
Fig．6スペルミン合成酵素の活性部位モデル
Adenin
1－3　新しいアミノブmeピル基転移反応
　スペルミジン禽成酵素のプトレシン結合部位構造を調
べるために行った基質性の実験（ね疑93／において，
tranS－1，趣ジアミノシクロヘキサンのほかに毒一アミノメ
チルピペリジン〈　ag／およびモノメチルプトレシン／54）が
わずかでも基質性を示したことは興味があった．　結論と
して得られたF嚇．2のモデルにしたがえば，　プトレシンの
一方のアミノ基を吸着する陰電荷が存在する周辺部分は，
立体的に制約がありそうで〈T　mblee　2），　（49／および／§紛の
2級アミン部分は対応する陽電荷としてその陰電荷に吸着
しにくいのではないかと考えられた．　代わりにそれらの
1級アミン部分が対応する陽電荷として吸着するなら，　必
然的に2級アミンがアミノブnピル化されることになる．
そこで両化合物につき，　予想されるアミノブasヒ：ル誘導
体IM瓢7｝を2種ずつあらかじめ別途合成し，　それを四三
として，　（49＞および／弱／を添加して得られる酵素反応生
成物および培養細胞生成物を比較検討した．
　精製ラットスペルミジン合成酵素を用い，　樋嚢）および
／54／をアミノブ嚢ピル受容体として謡v琵憩でインキュ
ベートした後，　鯉1．Cで生成物の挙動を講べた．　／轄）を添
加した場合IF憩．9），　酵素を加えずに行ったコントm一ル
にも若干生成物のあることがわかった。　（鱈）の両アミノ
一22一一
NH　，v（）1＞g　v”vNH，
NH2V（［）！）IIH　””’m”一　or
　　（49）　　　NH、＿～棚ゆH
??
NHpt－vNNH－CH3
　　　（54）
e一一一nv一一一一一一一m一．一一一一．一一一一一一一一一
NH　2xノ〈〉へN＞へ》・NH2
　　　　　C　H3
　　　　　　0r
NH2＞へ・NH・〉〈〉〈NH・CH3
??
Hg．7（49）および（54）のアミノブmピル誘導体2種の構造
〉???????????????
2 4
N　H2＿（罫〉～棚2
or
NH　，whH〉（鋼
INCUBATiON　TiME，hr
Fig．8　酵素反応生成物の反応時間による変化
　　　⑨一⑧（49）存在下，OI一一一一〇コントm一ル
一23一
プ日ピ：ル誘導体はMPLCで同じ位竃に溶出され，　かっ生成
物の量が極めて少なかったため，　ポリアミンオキシダー
ゼによる両生産物の反応性の違いを利用する間接的な方
法で調べたところ，　酵素存在下での生成物は2級アミンが
アミノプロピル化されたもので，　非酵素的な生成物は1級
アミンがアミノブmピル化されたものであることを強く
暗示した．　また，　（5紛を添加した場合，　両アミノプロピ
ル誘導体はHPLCで分離検出できたので，　直接培養時間に
伴う挙動を調べることができた．　その結果（臼餌9），　この
場合も非酵素的なアミノブUピル化が若干進行し，　それ
eり?．???????
NH，N／’vANv’x．一NH2
　　　C卜13
1　“Enz
一Enz
o 2
NH2v’vNt－撃唐魔`¢NH”CH，・
一　Enz
＋　Enz
SNCUB酊IO　N　TIME，hr
4
Fig。9酵素生成反応物と非酵素反応生成物との区別
一2羅一
は1級アミンの方がアミノプロピル化されたものであり，
これとは対象的に酵素反応で生成するものは，　全て2級ア
ミンがアミノプロピル化されたものであることが強く示
唆された．　さらにこれらの生成物を，　ダンシル誘導体に
した後，　TLCにより分離し，　標品と比較することにより，
2級アミンの酵素的アミノプロピル化を確認した
（Fig．10）．
1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　？02　　　　　　654　321
Fig．10　Dansy1（DNS）化した酵素反応生成物および生成物標品のTLCによる分析
lane　1：（49）を基質としてincubation　＋Enz
lane　2＝（49）を基質としてincubation　－Enz
lane　3：生成物標品
lane　4＝（54）を基質としてincubation　＋Enz
lane　5：〔54）を基質としてincubation　－Enz
lane　6；二主三月覧書勿喋票…5孟
　さらに，　培養細胞（HTC　ce11）に，　オルニチン脱炭酸酵
素阻害剤であるDFMOを加え，　細口中のプトレシン，　スペ
ルミジンをほとんど減少させると同時にdeAdoMet濃度を
高め，　（49）および（54）を投与した時にそれらのアミノプ
ロピル化生成物ができやすい状態にして，　生成物の検討
を行った．
一25一
4日培養した細胞を騨LCで分析した結果をFlg．11に示す、
1
SPIII．
v
5．；1，tl．
v
???
2
iHll
v
Spd
　Y
20
??
3
i一“ev一一一一一　一　一40　20　o　40　20　O
　　　　　　　RETENTION　TIME，MIN
Fig．11　HTC細胞における（49）および（54）のアミノプロピル誘導体の生成
　　1：co醜r◎1細胞
　　2：（49）処理細胞
　　3：（54）処理細胞
　　　5pd，　　　　Y”　kv
　　　　Y
　　　vl
．．一．．．．．in一．．L．nvin．in一一．．．．．
　40　20　O
（49）および（5ののそれぞれ2種類のアミノブ日ピル誘導体
の存在は，　肝難誘導体にした後，　GCM＄により最終的に同
定・確認した。
　以上の検討結果から，　スペルミジン合成酵素は2級アミ
ンにもアミノブrrピル基を転移できることが初めて証明
された．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一26一
2．　ポリアミンをリガンドにもつアフィニティー吸着体
2擁　デザインと調製
　構造からも容易に推察されるように，　ポリカチオン，
あるいは自門度の大きな鎖状分子としてのポリアミンは，
陰性電荷に富む核酸，　膜成分，　酸性蛋白質など非常に多
くの高分子成分に作用し，　その機能に影響を与えること
が試験管内ではすでに確かめられている．　しかし，　どの
高分子にどのように作用するのが生理的に重要なのかを
明らかにするのは，　作用点の多様性が考えられて非常に
難しい．　そこで，　ポリアミンの機能研究におけるこのよ
うな基本的な問題を解決するためには，　数多くあるポリ
アミンの作用を，　そのアクセプターの結合部位の構造に
よって区別したり，　あるいはアクセプターの親和性の遷
いによって区別するような研究の進め方が有効なのでは
ないかと我々は考えている．　本研究では，　そのようなポ
リアミンのアクセプターを系統的に分離し，　生理的に重
要な意味を持つポリアミン親和性高分子を検索するため
に有用なアフ9ニティー吸着体の開発を欝的としている．
　ポリアミンは溶液中で多くのコンボメーションをとり
うる鎖状の分子であるから，　アクセプター側のポリアミ
ン結合部位の構造も一様でないことが予想される。　吸着
体におけるリガンドと担体との結合位置と，　それに眼着
一27一
されるアクセプター側のモデルを，　スペルミンを例にし
て臼9．12に示す．　窒素原子の塩基性にあまり影響を
?
2
3
4
　　　　A　　B
　　l
N・！＞N》へくN》《ゾN噸←一t
NvhvNvev’．NvtAv’Nfi
??C???
x　o　o　x
Fig・12担体の結合位置と，それらによって分離が可能になるアクセプター構造
　　A：2級のアミノ窒素と結合
　　8：ブチル部分に結合
　　C：プmピル部分に結合
　　D：末端アミノ基と結合
　　例として1，2，3，4のアクセプター構造を示した．
与えずに，　2級のアミノ窒素，　末端のアミ’ノ窒素，　ブチル
部分あるいはプasピル部分に側鎖をつけて担体に結合し
た場合，　アクセプター側の構造によっては，　それらがア
クセプターの吸蓉に必ずしも有効に働くとは限らない．
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したがって，　ポリアミン親和性高分子を広範囲に検索す
るためには，　異なった結合様式を持つ複数の吸着体を用
いる必要があるだろう．
　ここでは，　末端アミノ基を介するポリアミンーセプア｛［｝
一スではなく，　中央部の側鎖を介した結合様式をもつ吸
着体（F憩．13／の調製を計画した。　そのために，　禽成原料
R州Hr＜＜NH醐R2
　　　　fiR
R R2
　　　　　　　　H　H博Put
Sephar◎se　NH2》へ　　H　　蹄spd
　　　　　　　NH2》へく’NH2晦Spm
Fig．13アフイニテイー吸着体のデザイン
としてオルニチンを用い，　そのカルボキシル基を利用し
てセプア9i一スに結合することを考えた．　すなわち，　プ
トレシンアナasグとしてはオルニチンを用い，　スペルミ
ジンアナログとしてはオルニチンのα位のアミノ基にア
ミノブIIIピル基を導入した聾／3一アミノブttピル／オルニ
ce一
チン（以下A鱒と略す〉，　およびスペルミンアナllグとし
ては両アミノ基にアミノブ＃ピル基を導入した紘N㌧ビス
13一アミノブnピル）オルニチン（以下猟隠と略す／をリガ
ンドにすることとした．　A齢，　猟鱒の合成方法をFi鵬握，
15にそれぞれ簡単にまとめる．
NH、Y～一NH，迦酬・
　COO日・Hα爬ut・al　alumina　o
　　　　　　　　　　　　　　　　H
◎cHO
　N BH4Hlゆ
　　H
　　o
「羨一一四一鵬♂一酬磁甥㌶61
　　　　　　　　Fig．14　AP◎の合成
　　　　　　　R　g，
　　　　　　L．JLN－C－e－C，H，
NH2P繍階　　　　（ゆ
???
磁
。》?⑳（CH3）課㊥
馬
??
磁
。?》。
NHγヘー〈NH
　COOBut
　　　　oP．，．e　ooSvr’X－Br　A？
一㍍一陣
　◎CHO
　　NaBH4
　　ppv”vNyNANNA．t　　¢OOBut o
kydrolysis 　　日2　　　HCI「蒔τ一｝　NH・一NHγへくNHv’yNH・
　　　　　　　　　　　　　COOM　・3HCI
Fig．15　BAPOの合成
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　セプアロースへの固定化は，　オル1チンでは，　臼9．13
に示すように，　熱極秘ファローズとアミド結合で可能で
あったが，　岬O，　繍附の場合には，　固定化する際に必要な
2級アミンの保護が不十分なため同様な方式をとることが
できなかった。　そこで，　A沁，　撚齢のアミンをベンジルオ
キシカルボニル化して保護した後，　そのカルボキシル基
にベンジルチオプ巳ピルアミンをアミド型で結合し，　ベ
ンジル基を除去して岬O，　BAPOのメルカプトプllピルアミ
ド体に誘導した。　一方，　護鰭一セプアas一スは聾（γ一マレ
イミドブチリロキシ1コハク酸イミド（GMB＄）でマレイミド
ブチmイル化して，　これにA醗，　麟隠のメルカプトプasピ
ルアミド体を固定化したアフィニティー吸着体を調製し
たIHg．1嚇．　なお，　セファロースへの岬0，　四三の結合量
は，　それぞれ翫7，　L7μmel／晒gwlであった。
?R
Orn　H
APO　NH2vA
BAPO　NH2vA
　H
　M
．一魔mH2
　　RiN　H　yAvA　N　H　R2
　　　　箔臼
R2 ｳ」⇒
????????????? ??? ??????
Fig．16　APO，　BAPOをリガンドとするアフィ：ティー吸着体
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2－2　スペルミン合成酵素精製への応用
　調製した吸着体には，　ポリアミン構造が含まれるが，
それらが，　ポリアミンとして機能するかどうかは明らか
ではない．　未知のポリアミン親和性高分子をこれらの吸
着体により検索する際には，　吸着体計に固定化されてい
るポリアミン構造が，　ポリアミンとして機能することが
前提となる．　そこで，　すでにポリアミンに親和性をもつ
ことが明らかになっている高分子を対象として，　調製し
た吸着体が，　それらの高分子に吸着するかどうかを講べ
ることにした。
　ポリアミン親和性高分子としては，　ポリアミンを活性
化三子にしたり，　基質，　あるいは生成物とするポリアミ
ンの生合成酵素をモデル蛋白として検討した．　対象とし
た蛋白質をb嚇e8に示す。　吸着体に対するこれらの酵
　　Table　8調製した吸着体に対する結合性を調べたポリアミン生合成酵素
Enzyrae PolyamiRe LigaRd　linked
　with　carrier
S－Adenosylmethionine
　　Decarboxylase
Putrescine（activator）L－Ornithine
D一一〇rnithine
Spermidine　SygthasePutrGsciBe（substratG）　L－OrnithfineSperraidine（product）・　DL－APO
Spermine　SynthaseSp rmidine（substrate）　DL－APOSpermine（product）　L－BAPO
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素の親和性は，　それぞれの吸藩体を詰めた小カラムに精
製各酵素をかけたのち，　塩濃度の違う緩衝液，　あるいは
プトレシンやポリアミンを含む緩衝液による酵素活性の
溶出のされ方により，　その強さを調べた。　その結果，　特
異的な吸着が確認できた組み合わせば，　レ猟附一セファas
一スとスペルミン合成酵素であった．　ブタ脳由来精製ス
ペルミン合成酵素は，　翫脳の齢環を含む緩衝液では溶出
さ：れず，　愚醐のスペルミジンを含む同緩衝液により溶出さ
れた．
　ところで，　スペルミン合成酵素は，　1978年R頒餓らによ
って牛の脳から完全精製された．　その方法は，　脳のホモ
ジネートの超遠心上溝を硫安分画後，　旺AトセルO一スク
meマトグラフィーにかけ，　さらにその活性分画をスペル
ミンーセプアU一スを用いたアフィニティークロマトグラ
フィーにかけるステップから成っている．　しかし，　この
精製法では完全精製までに2回のアフィニティーク9マト
グラフィーを行わなければならず，　また，　再現牲，　収率
にも問謳があり，　これはスペルミンーセプア日一一スに対す
る本酵素の親和性が不充分なためと考えられた．　そこで，
活性部位構造のモデル（罎9．S）を参考に，　また，　本酵素の
ト繍蹄一セファ＃一スへの特嚢的吸着により支持されるそ
のモデルの妥当性をさらに確認する意昧も含めて，　種々
の対称ポリアミンを，　それらの1級アミンをアミド結合を
介して，　固定化したアフィニティー吸着体を調製し
一33一
／Table　9＞，　スペルミン合成酵素との親和性を検討した。
Table　9　リガンドに用いた対称ポリアミンとそれらの結合回
し19◎nd CαP◎c甜y（μmol／ml｝
34－3 3．4
3－5－3 8．4
3－6－3 5．9
3－8－5 5．2
3－9－3 繭
4－3－4 2．5
4－3－34 8．3
3－4－4－3 2．0
：3－4－3－4－3 2．4
親和性の比較は，　調製した吸着体の各小カラムに準精製
ラット由来スペルミン合成酵素を流した後・　㌃捻響C陰緩
衝液（翻7．1＞にそれぞれ0．1脳麟aCl（緩衝液A），　凱3M
甑C買緩衝液B），　および9．躍NaClと1醐スペルミジン
（緩衝液C＞を含む溶離液で順次溶出される酵素活性を測
定することにより，　行った．　緩衝液Aによる溶出分画に
は，　調べた全てのカラムで活性はほとんど検出されなか
ったが，　緩衝液Bによる溶出分画には，　スペルミン（3－4
－3）一命プアロースを含むほとんどのカラムで活性が確認
された．　しかし，　3一雄一亀3，　3一亀3磯一3一セブアUt一スカラ
ムでは，　緩衝液Cを流すまで活性はほとんど溶出されず，
スペルミンーセファfi一スに比べて強い親和性を持つこと
が明らかになった（Flg．17）．
一34一
????????????????????．、???????????????????????????
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??
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脚
????????
?????CBA
Fig．17ポリアミンアナログーセプアa一スにおけるスペルミン合成酵素の溶出パターン
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　ここで，　3畷縄一3の異性体であるル3－3畷をリガンドと
した吸着体では，　酵素の親和盤は明らかに滅少している．
これは一方を羅申したリガンドをモデルのスペルミジン
結合部分に璽ねてみれば，　活性部位の4つの陰電荷を利用
して，　より高い親和性を期待できるのが3一　ll　一4－3の方であ
ることは容易にわかる．　したがって，　この結果はまた，
活性部位のモデルの妥当性を支持するものである．
　つぎに，　3－4－4－3をリガンドとする吸着体およびスペル
ミンーセブア懸一スを用いて，　ラットおよびブタのスペル
ミン合成酵素を脳組織から精製した結果を搬揖融醤に示
す。
TabIe　10スペルミン合成酵素の精製
Source　Step 馬副P。　　　　　丁騎U勝　　　YGeld　　　S曜A．　　　　P．F謄
Pig　brain　　DEAE－Cellulose　30．1　17．9　100　O．59　1（110g）　3－4－4－3－Sapharose　O．062　15．8　88　255　432
Rat　brain　　OEAE－Cel？ulose　37．0　13．3　300　O．36　1　（44g）　3－4一一4－3－Sepharose　O．026　ll．7　88　450　1250
Raヒ　bra壕n
　（98g） OEAE－Cel？tAo＄e　13．0　14．3　1001st．Spm－Sepharose　一　IO．4　732nd難Spm・一Sepharose　　　　く0，02　　　　　　7麿4　　　　　52　1“o　1＞370　＞336
T．P．：Total　Protein　（mg）
T。U．＝Total　Unうts　　（貸賠◎l　sp殖／mi貸）
Yield　（70）
S．A．：Specific　Activity　（nmol　spm／rnin／mg）
P．F．：Purification　Fold
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スペルミンーセファロースを用いる場合と比べて，　完全精
製のために1回のアフィニティークロマトグラフィー操作
で十分なこと，　1回の操作の収率も約90％と良好であるこ
と，　さらに，　再現性に優れていること，　などがあげられ
た．　ブタ及びラットから精製した酵素を，　SDS一ポリアク
リルアミドゲル電気泳動で分離し，　銀染色を行うと，
Fig．18に示すように，　それぞれ完全な単一バンドとなり，
完全精製できたことが確認できた．
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醇
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Detection：
Silver　Stain
1〈　44K
Fig．18精製スペルミン合成酵素のSDS一ポリアクリルアミド電気泳動
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